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緒論
胆汁の主要構成成分の1つ として知 られる胆汁酸は、ステロイ ド核を有する
炭素数24個 のカルボ ン酸であり、肝においてコレステロールよ り生合成される。
すなわち、まずコレステロールが本生合成系の律速酵素 とされる7α一ヒドロキ
シラーゼによ り水酸化を受 け7α・hydroxycholesterolへと導かれた後1)、一連の
母核の変換2.5)、さらに側鎖の酸化的切断反応6)を経て一次胆汁酸であるコー
ル酸(CA)、ケノデオキシコール酸(CDCA)へと変換される7・8)。これ らはその
大部分が グリシンあるいはタウリン抱合型 として胆管 を経て腸に排泄 され、 こ
こで脂質 とミセルを形成 して腸壁より再吸収され門脈 を経て肝へと戻る。この
過程で一部が腸内細菌 により脱抱合を受け遊離型に、あるいは7α水酸基の脱離
9)、異性化10)を受け二次胆汁酸であるデオキシコール酸ΦCA)、リトコール酸
(LCA)、ウルソデオキシコール酸(UDCA)へと変換される。胆汁酸はこうした腸
肝循環 を行うことによって、ネガティブフィー ドバック機構11)によりそれ 自身
の生合成をも調節してお り、この結果、成人におけるプールサイズは3～4g程
度 とされる12)。このうち、一 日当たり200～600mgの胆汁酸が糞便中に排泄さ
れ13)、これに相当する量の一次胆汁酸が肝で新たに生合成される(Fig.1)。通
常、血中、尿中の胆汁酸量はごくわずかであるが、肝胆道疾患時にはその レベ
ルが増大する14)ばか りか組成、抱合型式な ど、質的、量的にも大きく変動する
15・16)。例えば 先天性疾患のZellweger症候群17)ではC27胆汁酸が血中尿
中に多量排泄されるようにな り18-20)、また、新生児の胆汁 うっ滞では1位 、4
位あるいは6位 に水酸基を持っポ リヒドロキシ胆汁酸の出現することも明らか
にされている21・23)。このように、胆汁酸の生体内における動態が肝胆道疾患
の病態 と深く関わることか ら、それらの生合成、代謝 に、多 くの注 目が寄せ ら
れてきた。
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従 来 、胆 汁 酸 の生 合 成 系 にお け るC27胆 汁 酸 の 側 鎖 切 断 反応 は 、 脂 肪 酸 と同
様 、肝 ミ トコ ン ドリア画 分 の β酸 化 系 酵 素 に よ って 営 まれ る とさ れ て きた 。1976
年 、DeDuveとLazarow24)によ って脂 肪 酸 の β酸化 系 酵素 が ラ ッ ト肝 臓 のペ
ル オ キ シ ソ ー ム に も存 在 し、抗 脂血 剤 の投 与 に よ り、 そ の活 性 が著 し く上 昇 す
る こ とが 報 告 され 、 これ を契 機 として 本 オ ル ガ ネ ラが 一 躍 脚 光 を浴 び る に至 っ
た 。 ペ ル オ キ シ ソー ム に は 、 カ タ ラー ゼ の ほか 、 数 十 種 の酵 素 蛋 白 の 存 在 が 明
らか に さ れ て い るが 、通 常 、β酸化 系 酵 素 の活 性 が 高 く、脂 質代 謝 に重 要 な役 割
を演 じて い る 。 このた め 、Zenweger症候 群 や 新 生 児 型adrenoleuko・dystrophy
な どのペ ル オ キ シ ソー ム 欠 損 症 で は、 極 長 鎖 脂 肪 酸 が 異 常 に蓄 積 す る よ うにな
る 。1980年 、Pedersenら6)は、 ラ ッ ト肝 ペ ル オ キ シ ソー ム 画 分 に お け る
3α,7α,12α・trihydroxy・5β一cholestan-26・oicacid(THCA)のCAへの変 換 に検 討
を加 え 、 側 鎖 切 断反応 にATP、Mg2+、CoAお よ びNADを 必 須 とす る こ とか
ら、T且CAの 側 鎖 切 断 反応 が 脂 肪酸 の場 合 と 同様CoAチ オ エ ス テ ル を活 性 型 と
す る β 酸 化 反 応 に 準 じ た も の で あ る こ と を 示 す と と も に 、3α,7α,12α,24-
tetrahydroxy-5β一cholestan・26・oicacid(varanicacid、VA)およ び そ の 中 間体 と
して エ ノイ ル 型 中 間体 を ガ ス クロ マ トグ ラ フ ィ ー(GC)ノマ ス ス ペ ク ト ロメ トリ
ー(MS)によ って証 明 し25)、一 連 の 反応 が脂 肪 酸 の β 酸 化 反応 とパ ラ レル に進
行 す る こ とを 明 らか に して い る。 す なわ ち 、THCAあ る い は3α,7α一dihydroxy-
5β一cholestan-26-oicacid(DHCA)がATP依存 性 ア シル・CoAシンテ ター ゼ に よ
ってCoAチ オ エス テ ル に誘 導 され た後26)、ペ ル オ キ シ ソ ーム の ア シル 。CoAオ
キ シダ ー ゼ に よ る24、25位 脱 水 素反 応 を受 け △24体27)、っ いで 二 頭 酵 素 エ ノ
イ ル ーCoAヒドラター ゼ/3一ヒ ドロキ シ ア シル ・CoAデヒ ドロゲ ナ ー ゼ によ り24一
ヒ ドロ キ シ体28)、24一オ キ ソ体 へ と変 換 され た 後 、3.ケトア シル ーCoAチオ ラー
ゼ によ る 開裂 を受 けそ れ ぞ れCA、CDCAに 変 換 され る29)(Fig.2)。
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T且CAは25位 に不斉中心 を持ち化学的に二種の立体異性体が存在するが、
Hoshitaら28)は、これ らをラッ ト肝軽ミ トコンドリア画分 とインキュベー トす
る と、25位 立体異性体 いずれ か らも24E型 の3α,7α,12α・trihydroxy・5β・
cholest-24-en-26・oicacid(△24-THCA)を生成することを証明し、さらにVAが
カエル(Bonbinaohθ濡a1丞)の胆汁中より単離 した(24R,25R)-VAと一致するこ
とを示す とともに、ラッ ト肝ホモジネー トによるTHCAのVAへ の変換では24
および25位 の立体配置が異なる四種の異性体が存在することを明 らかにした。
最近Kurosawaら30)は、ラッ ト肝よ り精製した二種の二頭酵素を用いてVAへ
の変換における立体化学に検討 を加え、(24E>一△24体にH20がcis付加するこ
とを示すとともに、(24R,25R)・VAが胆汁酸生合成過程における主生成物である
と結論している。 しかしなが ら、THCAより△24.T且CAへの変換 における24、
25位脱水素反応の立体化学は、酵素反応で生成する微量な胆汁酸を分離、定量
することが困難なことから、これ までその機構解明には至っていない。
GC、高速液体クロマ トグ ラフィー(且PLC)に代表 されるクロマ トグラフ法は
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胆汁酸相互の量的関係を同時に知ることができ、プロフィル分析に威力を発揮
する。さらに検出手段 としてMSを 組み合わせ、個々の胆汁酸 に特徴的なイオ
ンを指標 とする選択イオン検 出(SIM)を用いることにより、クロマ トグラフ法の
みでは困難な多成分系試料の高感度、特異的分離定量も可能 となる。
GCIMSでは、ほとんどの場合測定対象物のイオン化に、電子衝撃イオ ン化(EI)
法と化学イオン化(CI)法が用いられる。前者 は、気化 した試料分子に2(ト70eV
のエネル ギーを持つ熱電子 を当てイオン化す るもので あり、通常、多 くのフラ
グメントイオンを生成 し、構造解析に有利である。一方、後者はメタンやイソ
ブタンな どの試薬ガスをEI法 でイオン化 し、生成 したC且5+やt-C4Hg+などの
一次イオ ンと試料分子 とのイオン 分ー 子反応 によ って生起 した[M+珂+で表され
る擬分子イオ ンを検 出す るものである。本法 によ り生 じる擬分子イオ ンは偶数
個の電子 を有 してお り安定で比較的相対強度が強 く出現 し、特定のイオンをモ
ニタリングして高感度な定量分析を行なおうとするSIM分析によ り有利な方法
である。一般 に、有機化 合物は正イオ ンを生成 しやす くこれが広 く検 出に用い
られてい る。これに対 し、ハロゲンな どを含む電子親和性の高い化合物では、
CI条件下でイオン源内に生成する低エネルギーの熱電子との衝突により負イオ
ンを生成するためこれを利用す ることができる。さらに負イオ ンを生成 しやす
い誘導体に変換 しSIM分析に付す と、バ ックグラン ドが低下し10'18mo1とい
う超高感度分析も可能 となる31)。
一方、液体は気化するとその体積が約1000倍にも達するため、その除去 と測
定対象物のイオン化の問題か ら、LCとMSの 組み合わせは困難 とされてきた。
最近、各種インターフェースの開発によ りLC!MSが実用化され、生体内微量成
分の生合成、代謝研究 に広 く利用されている。なかで も、エレク トロスプレー
イオン化(ESI)法32)、大気圧化学イオン化(APCI)法33・34)などは、イオンを帯
電液滴 として大気圧下 に取 り出 し、溶媒分子 を脱離させて最終的に生成 したイ
・5一
オンをMSに よって検出するものであ り水溶性極性化合物の直接測定に好適な
手段とされている。
以上のような観点か らGC1MS、LCIMSと安定同位元素標識体を用いる トレ
ーサー法 とを組み合わせ、C27胆汁酸側鎖切断反応機構の解明を目的とした研
究に着手 した。まず、第一章ではTHCAの24、25位 水素脱離機構の解明を目
的として24、25位に立体特異的に重水素標識 したT且CAを 合成し、GC/負イ
オン検出化学イオン化(NICI)-MSにより24、25位の水素脱離機構に検討を加え
た。ついで、第二章ではLCIMSによりT且CACoAチオエステルの25位 異性
化に検討を加えるとともに、イブプロフェン(R)u)CoAチオエステルの本異性化
反応への影響を精査 した。さらに第三章において180標識および非標識T且CA
CoAチオエステルの1:1混合物を用いる トレーサ 一ー法 とLCIMSを組み 合わせ 、
THCAの24、25位脱水素反応 におけるアシルーCoAオキシダーゼの基質選択性
に検討を加えた。
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第一章C27胆 汁酸の β酸化 における24、25位水 素の脱離機構
第一節 序
生体内微量生理活性物質の生合成、代謝研究において放射性な らび に安定同
位元素標 識体を用いる トレーサー法が広 く用 いられる。前者は、簡便性に優れ
るが、比活性の高い放射性同位元素を特定の位置に標識するには、特殊な設備
と高度な有機化学的手法が要求されるばか りか、取 り扱 いの上でも制約を受け
る。一方 、後者は実験室 レベルでの標識体の調製が可能であり、今 日、薬物代
謝研究の領域で広 く利用 されている。 とりわけ、重水 素標識体は酵素反応にお
ける水素原子の挙動を知る上できわめて有用な手段となる。
Kawaguchiら35)は、脂肪酸の β酸化反応 における脱水素反応の立体化学を
明らかにする方策 としてカルボキシル基の α位ならびに β位 を立体特異的に重
水素で標識 した脂肪酸を合成し、これをアシル・CoAオキシダーゼとインキュベ
ー トし、いずれの標識体からもpro・R水素がanti-eliminatonの形で立体選択的
に脱離 してE型 の α、β・不飽和脂肪酸を与えることを証明している(Fig.3)。
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Fig.3StereochemistryofDehydrogenationofFattyAcyl・CoA
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THCAに は 化 学 的 に25R体 な らび に25S体 の立 体 異性 体 が存在 し、いず れ もが
(24E)-A24THcAに変換 され る。従 って 、 脂肪 酸 と同 様anti・eliminatonで水 素
脱 離 が 進行 す る と仮 定す れ ば 、25R体で は24pro-Sの、ま た25S体 で は24pro・R
の水 素 が脱 離 す る こ とが 推 測 され る(Fig.4)。そ こで 著 者 は、24、25位を立 体 特
異 的 に重 水 素標 識 したTHCAを 合成 し、 これ らを基 質 と し、GCINICI.MSを用
いて ラ ッ ト肝 軽 ミ トコ ン ドリア画 分 にお け る24、25位脱 水 素反 応 に検 討 を加 え
た 。
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第二節 重水素標識C27胆汁酸25位立体異性体の合成
一般に、分子内の特定 の位置に重水素を標識する方法 としては、活性水素の
交換反応、カルボニル基、二重結合およびチオケタールの還元などが広く用 い
られるが、本 目的には、T且CAの合成中間体 として得られる △24-THCAの24
位二重結 合の還元が最も有利 と考えられる。二重結合の接触還元 には 白金、パ
ラジウム、ロジウムなどの遷移金属が触媒として用いられる。 しかし、本法で
は目的とする位置以外への重水素の導入が問題となるばかりか立体選択性にも
難がある。一方、ジイミ ド還元は反応系内で生じたきわめて反応性の高い化学
種N2且2を 炭素 炭素多重結合の還元に利用す るものであり、反応はシス付加で
進行す ることが明 らかにされている36-38)。したがって、N22H2を還元剤に用
い る と(24動・△24・THCAからは(24R,25R)・お よび(24S,25S){2125・2H2】・
T且CAが、一方、(24Z>・A24-THCAからは(24,R,25紛・および(24S,25R)一[24,25-
2H2}THCAが得 られる。本研究 目的には25Rおよび25Sの24位 重水素標識
体二種で十分な結果が得 られる こと、また、合成 中間体 として得 られる △24
THCAは24E体が主であ り、副成物の24Z体を分別再結晶によって容易に除去
可能な ことか ら(24」の一△24・T且CAを用いるジイミ ド還元によって重水素標識体
の調製を試みた(Fig.5)。
すなわち、CAよ り5工 程で得 られる(24動・△24・THCAの重 メタノール溶液
にアゾジカル ボン酸K塩 を懸濁 させ 、 これ に重水で希釈 した重水素化酢酸
(C2H3COO2H)を滴加 した。ついで反応液を減圧留去後胆汁酸 を塩酸酸性下酢
酸エチルで抽 出した。生成 した重水素標識THCAは25位 異性体の混合物であ
るが・これをカラムにRadia1-PAKC18を、移動相に0.3%リン酸緩衝液(pH7.0)/
アセ トニ トリル(20=9)を用 いるHPLCに 付 し、先に溶 出され る画分(k'値
10.5～12.7)より(25S)-THCAを、一方、あとに溶出される画分(k'値12.7--18.3)
一9一
よ り(25R)・T且CAと(24動一△24-T且CAを混 合 物 と して 得 た。 つ いで 、 後者 を移 ・
動 相 に0.3%リン酸緩 衝 液(pH7.0)1アセ トニ トリル/メタ ノー ル(6:3:7)を用 い
るHPLCに 付 し、(25R)・T且CAを単 離 した。 先 に も述 べ た ご と く、 ジイ ミ ド還
元 で は 水 素 は シス付 加 す る ことが 明 らか に され て お り、今 回調 製 した(25R)一お よ
び(25⑨一THCAは、そ れ ぞ れ24,R、24Sに2且が 導 入 され て お り、そ れ らの構 造
は(24R,25R){24,2S-2H2】お よび(24S,25紛一[24,25-2且2]THCAと結 論 され る。
HO"'.toH
(24E).△24幽THCA
COOH
・1・2H
2肖HCOOH
HO、"."OH
(24凡25月)・【24,25・2H21・THCA
HO""
2H
2HHCOOH
(24S,25S)一[24,25-2H2]・THCA
Fig.5Synthesisof(24月」25月)-and(24S」25S)'[24,25.2H2】薗THCA
これ ら重水素標識THCAの標識率をペンタフルオロベンジル(PFB)エステルー
ジメチルエチルシリル(DMES)エーテル誘導体 のGCINICI・MSにて求めたとこ
ろ、2個 導入されているものが71%、1個 導入されているものが21%、非標識
体が8%で あり、水素脱離機構の解明を目的とする トレーサーとして十分使用 し
うるものであった(Table1)。ちなみに、EIマススペク トルでは、他の位置への
2Hの導入は全く認め られなかった。
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TablelAtom%Excessfor2H-LabeledBileAcids
Numberof2且
0 1 2
(24R,25R)-THCA
(24S,25S)-THCA
?
?
?
?
22.4
20.4
69.4
73.1
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第三節24、25位 水素脱離の立体化学
THCAの 脱 水 素反 応 で 生 成す る微 量 な △24-THCAを測 定 し、基 質 分子 の 重 水
素 の保 持 や 消失 を知 る に は 、感 度 、 特 異性 に優 れ る 分 析 法 が 不 可 欠 と な る 。 先
にGotoら31,39,40)は、胆 汁 酸 のGCINICI法に種 々検 討 を加 え 、胆 汁 酸 をPFB
エ ス テ ル に誘 導 す る とき 、CI条 件 下 でPFB基 のみ 脱 離 した カル ボキ シ レー ト
アニ オ ン[M-181]一を効 率 よ く生 成 す る こ とを 明 らか に す る と とも に、SIMに よ
る10"18molレベ ルで の超 高 感度 測 定 法 を 開発 して い る 。本 法 は、 感 度 、 特 異
性 に優 れ る の み な らず 、[M-PFB]一を利 用 で き る こ とか ら17位 側 鎖 に関 す る情
報 も入 手 で き 本研 究 目的 に有利 な手 法 と考 え られ る 。
そ こで ま ず 、溶 融 シ リカ の 内面 に固 定相 を結 合 させ た 無 極性 のcross-1inked
5%phenylmethyls丑ioonefusedsilicacapi皿aryoolu皿皿を用 い 、基 質 で あ る
T且CAと 生 成 物 △24・T且CAのGC分 離 を検 討 した 。 そ の 結果 、 これ らをPFB
エ ス テ ル ・DMESエー テル に誘 導 す る とき 、両 者 は 明確 に分離 され 、しか も反 応
ガ ス にイ ソ ブ タ ン を用 い るNICI条 件下 でPFB基 の脱 離 した カル ボ キ シ レー ト
アニ オ ン[M-181】一を効 率 良 く生 成す る こ とが 判 った(Fig.6)。ちな み に これ を モ
ニ タ リ ン グ イ オ ン とす るGCISIMに お け る △24-T且CAの検 出感 度 は100fg
(200amol)とき わ めて 高 感 度 で あ っ た。
つ いで 、試 料 の ク リー ンア ップ法 、 イ ンキ ュ ベ ー ト条 件 な らび に胆 汁 酸 の測
定 手 順 を種 々 吟味 し、以 下 の よ うに設 定 した。す な わ ち、基 質(2nmol)を、4皿M
ATP、0.5mMCoAお よ び20mM硫 酸 マ グ ネ シ ウ ム 存 在 下50mMト リス 塩 酸
緩 衝液(pH7.4)中、 ラ ッ ト肝 軽 ミ トコ ン ドリア画 分(蛋 白量150P9)と37。Cで
イ ンキ ュ ベ ー トした。 つ いで 、5%KOHを 加 え反 応 停 止後 、[3,7,12-1803・2且3】
CA(50ng)を内部標 準 物 質(1.S.)として加 え 、塩 酸 酸 性 下 酢 酸エ チル で 胆 汁 酸 を
抽 出後 、PFBエ ス テル ーDMESエ ー テル に誘 導 し、[M-PFB】一を モニ タ リン グ イ
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オ ン とす るGCISIM分 析 に付 した。 ち な み に、 本 操 作 過 程 に お け るTHCA、
△24-THCAの回 収率 は いず れ も90%以 上 で あ り、 定 量 限 界 はそ れ ぞ れ2～5Pgt
検 体 で あ った 。
ひ きつ づ き 、 これ らの検 討 結 果 を も とに △2生T且CAの 生 成 速 度 とTHCAの
25位 水 素 脱 離 の立 体 化 学 に検 討 を加 え た。 す な わ ち 、基 質 と し て(25R)・お よ び
(25S)・THCAをそ れ ぞ れ単 独 で イ ンキ ュベ ー トし、△24.T且CAの生 成 速 度 を調
べ た。 そ の 結 果 、 両 異性 体 の △24・THCAへの 変 換 速 度 に ほ とん ど差 の な い こ と
が 判 っ た 。次 に、(24R,25R)一お よ び(24S,25S-[24,25-2H2]THCA、さ らに こ
れ ら と(25R)・あ るい は(25紛一[3,7,12・1803・2H2JT且CAの1:1混合 物 を、先 と
同様 イ ンキ ュ ベ ー トし・GCISIMにて 生成 す る[24,2S2H2]一△24.THCAを測 定
し、重 水 素 の保 持 率 を算 出 した 。そ の結 果 、25R体 で は5%、 一 方 、25S体で は
92%の重 水 素 が 保 持 され て お り(Table2)、い ず れ もpro-Rの水 素 が 立 体 選択 的
に脱離 して い る こ とが判 明 した 。 この ことか らT且CAの24、25脱 水 素 反応 に
お いて 、25R体 で は 、syn-eliminationで反 応 が 進 行 して い る の に対 し、25S体
で は 、脂 肪 酸 の場 合 と同様anti-eli血nationで水 素 が脱 離 す る もの と結 論 され
た。
.13一
THCA
【3,7,12・1803・2H31・CA
△24-THCA
m4z707
m/(z7es
nvfz674
61014182226
Time(min》
Fig.6SelectedlonRecordingofPFBEster-DMESEther
DerivativesofTHCAand△24・THCA
Table2Deuteriu皿Retentionin△24.THCA
Substrate 2H Retention(%)
(25S)-THCA
(25R)・THCA
24S
24R
92
5
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第四節 結語
THCAの24、25位脱水素機構の解明を目的として24、25位に立体特異的に
重水素標識 したTHCAを 合成 した。ついで、負イオン検出GC!MSと安定元素
標識体を用いる トレーサー法 とを組み合わせ、ラッ ト肝軽ミ トコン ドリア画分
におけるTHCAの24、25位水素脱離機構に検討 を加えた。その結果、25S体
では、脂肪酸と同様24pro-Rの水素が脱離 してantielimination、によ り、25R
体ではsYII・eliminationによ り24pro-Rの水素が脱離して脱水素反応が進行し、
25位立体異性体間で水素脱離機構の異なることを明 らかにした。
先にGotoら41)は、Zellweger症候群患者尿中のT且CAを 測定 し、遊離型で
はほぼ25R体のみであるのに対し、グリシン及びタウリン抱合型では25R体と
25S体がほぼ同量存在す ることを見い出している。 これ らアミノ酸抱合体は、
T且CAがアシルーCoAシンテターゼによりCoAチオエステルへと誘導された後、
アミノ酸Nア シル トランスフェラーゼの作用を受 けて生成する42・43)。軽 ミ
トコンドリア画分におけるTHCAか ら△24体への変換がCoAチ オエステルへ
の誘導26)と、 これに続くアシルーCoAオキシダーゼによる24、25位の脱水素
27・28)という二段階の酵素反応 によって進行すること、および、アミノ酸抱合
反応が活性なCoAチオエステル中間体を経ることを併せ考えるとき、今回得 ら
れた水素脱離機構の相違が、CoAチ オエステル中間体の生成と深 く関わってい
るものと推察される。
・15一
第二章C27胆 汁酸の25位異性化反応
第一節 序
前章において、ラット肝軽 ミトコン ドリア画分におけるTHCAの24、25位
脱水素反応では、25S体、25R体いずれも24pro-Rの水素が立体選択的に脱離
し、25S体では脂肪酸の場合 と同様anti-eliminationで、一方、25R体では
syn・eliminationによ り(24E)一△24-THCAが生成することを明らかにし、両異性
体間で水 素脱離機構が異なることを証明した。軽ミ トコンドリア画分 における
THCAから△24.THCAへの変換は、アシルーCoAシンテターゼによるTHCAの
CoAチオエステルへの誘導26)と、これに続くアシル.CoAオキシダーゼによる
24、25位の脱水素という二段階の酵素反応によって進行 し27,28)、アシル.CoA
シンテターゼは、(25R)一および(25S>-THCAいずれをも基質とする44)。一方、
T且CAの17位 アルキル側鎖 と部分構造の類似するイブプロフェン(lbu)に代表
される2一アリルプロピオン酸系抗炎症薬などでは、それらのCoAチオエステル
が生体内で酵素的にキラル変換を受けることが知 られている45-47)。すなわち、
IbuではR体 がアシル.CoAシンテターゼによりCoAチオエステル となりエ ピ
メラーゼによって⑤ ・lbuCoAチオエステルに異性化された後、水解されて再び
遊離型のIbuを生じる。このときS体 はアシル・CoAシンテターゼの基質 とな ら
ず結果的にR体 から活性本体であるS体 への一方的な変換が起 こる(Fig.7)とさ
れている。T且CAがCoAチ オエステル中間体を経て △24.THCAへと変換され
ることを考える時、24、25位水素脱離の立体化学の相違はTHCACoAチ オエ
ステルの酵 素的異性化に起因す るものと推測される。そこで、(25R)一および
(25S)-THCACoAチオエステル を合成 し、これを基質に用いてペルオキシソー
ム画分 における酵素的異性化反応に検討を加えた。
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第二節C27胆 汁酸CoAチオエステルの合成
ア シル ーCoAシンテ ター ゼ は ミ ク ロソー ム画 分 に局在 し、ペル オ キ シ ソー ム画
分 には含 ま れ な い26)。この た め 、基 質 と して(25R)一お よ び(25S・THCACoAチ
オ エ ステ ル が 必 須 と な る。 そ こで 、Shahら48)の 方 法 に準 じ、(25R)一ま た は
(25S)・T且CAをそ れ ぞ れ ジ ク ロ ロ メタ ン 中 ク ロル 炭 酸 エチ ル と反 応 させ混 合 酸
無 水 物 と した 後 、CoAと 縮 合 させ 、生 成 物 をSephadex-LH-20カラム ク ロマ ト
グ ラ フィ ー で 精 製 し 目的 とす るTHCACoAチ オ エ ステ ル25位 立 体 異 性 体 を得
た(Fig.8)。
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Fig.8SynthesisofTHCACoAThioester
今日、LCIMSにおけるイオ ン化法として広 く用いられるESI法は、LCか ら
の溶出液を正 または負の高電圧(～数kV)を 印加 したキャピラリー先端か ら大
気圧下で静電噴霧 し、帯電した液滴が対向電極へ移動する過程で濃縮 され、電
気的反発 が表面張力を上回ると細分化 され、最終的に高い電荷を持った微細な
液滴から気相中ヘイオンを飛び出させるというものである49)。従って、ペプチ
ド、タンパ クなど分子内に複数の解離性官能基を持つ化合物では、そ の数に従
って多数の電荷を持つ多価イオ ンを生成する結果、質量対電荷比(m/z)が小さく
・18・
な り装置の測定質量範囲(マス レンジ)が狭 くて も分子量 数万の高質量分子 をも
測定しうる。
THCACoAチオエステルは分子内に解離能に優れる複数のリン酸基を持って
お り(Fig.8)、ESI-MSにより分子構造を反映する特徴的なイオンの生成が期待
される。そ こで、移動相に50%メタノールを用い、フローインジェクションモ
ー ドで合成 したTHCACoAチ オエステルのESI一マススペク トルを測定 した。
その結果、 ドリフ ト電圧を一30Vに設定する時、m/z599に[M-2且】2・が、一方、
-90Vでは二価イオンおよびm/z1198に分子量に相当する一価イオン図 一H]・が
相対強度の強いイオンピークとして認められ、その構造をよく支持 した(Fig.9)。
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第三節C27胆 汁酸の25位立体異性化
THCACoAチオエステルの異性化反応を追跡する上で、微量の(25R)一および
(25S)・THCACoAチオエステル異性体を分離定量する高感度、特異的測定法が
不可欠となる。前述のごとく、THCACoAチオエステルは分子内に解離性官能
基 を有し、ESI・MSにおいて特徴的イオン[M・2H]2一を効率良く生成する。 この
ため、これをモニタリングイオンとするLCISIMによって高感度な測定が期待
できる。
そ こでまず、THCACoAチオエステル25位 立体異性体 のLC分 離 に検討を
加えた。その結果、カラムにODS系 のCosmosil5C18(5pm、150x4.6mmi.d.)、
移動相に0.3%酢酸アンモニウム(pH8.Oi)1アセ トニ トリル(5:2、v/v)を流速1.O
m1/minで用いるとき、分離度(Rs)=1.0の相互分離が得 られることが判明した。
しかし、本分離能では両者の1:1混合物において約90%程度が分離 されるのみ
であり、異性体比が大きい場合には存在比の少ない成分の正確な値を得ること
が困難である。そ こで、CoAチオエステルを5%KOHに て水解 し、すでに良好
な分離条件の得 られている遊離型 として測定することとした。尚、 この水解条
件では25位の異性化は全 く認め られなかった。
ESI法が静電噴霧によりイオ ン化 を行うのに対 し、APCI法はLCか らの溶出
液を大気圧下で強制的に加熱噴霧 し、脱溶媒室でさらに微細な液滴に した後、
針電極によるコロナ放電 によって溶媒 をイオ ン化し、試料とのイオ ン分子反応
によってイオン化するものである50)。ESI法のような顕著な多価イオ ンの生成
は期待できないものの、比較的低分子で低～中極性化合物の測定 に有利 とされる。
そ こで、これ ら両イオン化法によるTHCAの 測定感度を比較検討することと
した。まず、移動相に0.3%酢酸アンモニウム緩衝液(pH7.0)/メタノール(1:1)
を用い、フローインジェクションモー ドでTHCAのESIお よびAPCIマススペ
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ク トル を測 定 した と ころ、 い ず れ を用 いて も擬 分子 イ オ ン[M-H]一を相 対 強度 の
強 いイ オ ン ピー ク と して 与 え た 。 そ こ で 、 これ をモ ニ タ リン グイ オ ン とす る
selectedionmonitoring(SIM)によ り、LCIESI-MSとLC!APCI・MSによ る高 感
度 測 定 に検 討 を加 え た。移 動 相 に0.3%酢酸 ア ンモニ ウム 緩 衝液 ノメ タ ノール 混 液
を用 い 、ESI法で は移 動 相 の流 速 が100pVmin以下 と い う制限 を うけ る ことか
らカ ラ ム にCAPCELLPAKC18(5μm、150x1.Ommi.d.)、流 速50pYminで、
一 方 、流 速2.Omllminまで 使 用 可 能 なAPCI法 で はカ ラム にCosmosilsC18(5
Fm、150x4.6mmi.d.)、流 速1.Omllminで用 いTHCAの 検 出感 度 を比 較 した。
そ の 結 果 、 いず れ にお い て も、2ng(4pmol)とい う感 度 が得 られ た 。 そ こで 、
25位 異 性 体 の測 定 には 、 よ り分 離 能 の優 れ るLC∠APCI・MSを用 い る こ と と し
た(Fig.10)。一 方 、 本 酵 素 反 応 条 件 下 で の △24・T且CAの生 成 量 はpgオ ー ダ ー
で あ り、 これ を測 定 す る に は 、 本 法 の検 出感 度 で は十 分 とは言 え な い 。そ こで 、
△24-T且CAの測 定 に は 前 章 のGCINICI.MSを 用 い る こ と と し 、 本 法 と
LC!APCI・MSとを併 用 しペ ル オ キ シソー ム画 分 にお け るTHCACoAチ オエ ス
テル の △24体へ の変 換 と25位 異 性 化 反 応 に検 討 を加 え た 。
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まず・(25R)一または(25S)-THCACoAチオエステル(12.5nmol)をそれぞれ15
pMFAD存 在下、100mMト リス1塩酸緩衝液(pH7.4)中ラット肝ペルオキシソ
ーム画分(100pgprotein)と25。Cでインキュベー トした。反応液をアルカリ水
解後1.S.として[3,7,12・1803・2且3]・CAを加え、胆汁酸を塩酸酸性下酢酸エチル
で抽出し・その一部をPFBエ ステルーDMESエー テル に誘導 し、[M-PFB】一を
モニタ リングイオンとするGCISIM分析に付 し、脱水 素成績体である △24・
THCAの生成量を測定 した。一方、その一部をLCIAPCI-MSによ り[M・H]'をモ
ニタリングイオンとする直接分析に付し、残存する(25R)・ならびに(25S)・T且CA
量を測定 した。その結果、両異性体からの △24・T且CAの生成は反応開始30分
まで経時 的に増大し、脱水素反応では両異性体の変換 速度に明確な差 は認めら
れなかった(Fig.11A)。一方、異性体比は反応開始5分 後にはほぼ1:1に 変化
してお り・いずれの基質も異性化が素早く進行 していることが判 った(Fig.11B)。
因みに、加熱処理 したペルオキシソーム画分では脱水素ならびに異性化いずれ
の反応も認め られなかった。
次に、本異性化の様相をさらに詳細に検討すべ く反応時間を5分 間 とし、蛋
白量にして12.5・-100P9のペルオキシソーム画分を用い蛋白の濃度変化に伴 う
異性化率 を測定 した。その結果、いずれの基質も、蛋 白量に依存 して異性化率
が増大することが判明 した(Fig.12A)。さらに、25μgのペルオキシソーム画分
を用いて経時的変化を追跡 した ところ、両異性体 とも反応開始5分 後より異性
化が認め られ、30分後までにほぼ平衡に達し、 しかも、その比はわずかなが ら
R体 に片寄った傾向を示した(Fig.12B)。以上 の結果、(25R)・お よび(25S-
THCACoAチオエステルは、いずれもがペルオキシソーム画分において酵素的
に異性化することが判明 した。ちなみに、この種の異性化酵素がペルオキシソ
ーム画分 に見い出されたのは今回が初めてである。
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第四節25位 立体異性化に及ぼす2一アリルプロピオン酸系抗炎症薬の影響
Nakamuraら51)は、(R)・Ibuがアシル・CoAシンテターゼによ りCoAチオエ
ステル とな り、これがエピメラーゼによって(,S)-lbuCoAチオエステルに異性化
された後、加水分解されて遊離型のIbuを生成する異性化機構 を提唱している。
このときS体 はアシルーCoAシンテターゼの基質 とな らず、結果的にR体 か ら活
性本体であるS体 への一方的な変換が起 こるというものである。Shiehら52)
は、ミ トコン ドリアおよびサイ トゾルより2一アリルプロピオニル・CoAエピメラ
ーゼを精製 し、これによる(R)一および⑤ 一lbuCoAチオエステルの異性化反応 に
検討を加え、平衡時における(R)・および(S)一両異性体比がR体 優位であり、しか
も補酵素を必要としないことを明らかにしている。また、Schmitzら53)は、ラ
ッ ト肝 よ り精製 した異性 化酵 素 α一メチル ア シル・CoAラセ マーゼが 、2-
methylmyristicacid、pristanoicacidなどの分岐脂肪酸のみ らず、Ibuおよ
びTHCAのCoAチ オエステルの異性化反応を触媒 し幅広い基質スペク トルを
持つことを示 している。 さらに本異性化酵素活性が ラット肝ではミ トコン ドリ
ア画分に、一方、ヒト肝 ではミトコン ドリアおよびペルオキシソーム画分に認
め られることを報告している54)。今回得 られたTHCACoAチオエステルの異
性化の結果 はこれらと酷似 してお り、Ibuの生体内異性化反応と関連して興味が
持たれる。そ こで、T且CACoAチオエステルの異性化反応に及ぼすIbuの影響
について検討を加えた。
まず、(R)一および⑧ 一IbuCoAチオエステルを前節と同様、混合酸無水物法に
より合成 した。生成物の構造は、ESI.マススペク トルにおいてm!z477に二価
イオン[M・2H]2・が、一方、m/z954に分子量 に相当する一価イオン[M-H]一が相
対強度の強 いイオンピークとして認められることか ら確認した(Fig.13)。
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ついで、これ らを用い、THCACoAチオエステルの異性化反応に及ぼす影響に
検討を加えた。すなわち、各種濃度の(R)・または⑤ ・IbuCoAチオエステル存在
下、(25R)一あるいは(25紛一THCACoAチオエステルを先 と同一条件下、ペルオ
キシソーム画分と10分間イ ンキュベー トし、T且CAの25位立体異性体比を測
定 した。その結果、(25R)・および(25S-THCACoAチオエステルいずれの基質
を用いて もそれ らの異性体比が、IbuCoAチオエステル濃度の増大 とともに減
少 し、阻害率は、モル比20の とき65～75%に達 した。又、その阻害は(25R)一お
よび(25S)-THCACoAチオエステルいずれの異性化に対 しても、(R)-lbuCoA
チオエステルがその対掌体であるS体 に比し有意に強 く抑制することも判明し
た(Fig.14)。これ らの結果は、ペルオキシソーム画分にその存在が推測されてい
る異性化酵素がTHCACoAチ オエステルのみな らずIbuCoAチオエステルに
対 しても親和性を持つ可能性 を示 したものである。
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前述のごとく、T且CACoAチオエステルの異性化反応は脱水素反応に比べて
きわめて速い。このため、前章で明らかにした25位立体異性体間における水素
脱離機構の相違は、この異性化反応に起因す るものと思われる。すなわち、25
位異性体 の一方のみが脱水素反応の基質 とな り、他方 は異性化された後に脱水
素反応を受ける結果、見 かけ上、水素脱離機構が異な るというもので ある。そ
こで、脱水素反応の基質選択性 を明らかにする目的で、モル比30倍 の(R)一また
は⑤ 一lbuCoAチオエステル存在下インキュベー トし、△24.TI{CAの生成量を
経時的に測定 した。その結果、イ ンキュベー ト時間1(ト30分で25R体 か らの
△24-T且cAの生成が25s体に比 し約1/10と有意 に低下した(Fig.15)。この結果
は、THCAの24、25位脱水素反応において25S体 が基質になることを示唆す
るものである。
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第五節 結語
GCINICLMSならびにLC!MSを用いてTHCACoAチオエステルの25位異
性化反応 に検討を加え、(25R)・および(25⑨一THCACoAチオエステルいずれも
がラッ ト肝ペルオキシソーム画分にお いて酵素的に異性化 され、 しか も、その
様相が2一ア リルプロピオ ン酸系抗炎症薬のそれ と酷似していることを明らかに
した。ひきつづき、IbuCoAチオエステルによる本異性化反応への影響に吟味
を加え、(R)-lbuCoAチオエステルがS体 に比 し、本異性化反応 を優位に強 く阻
害する ことを明 らかにした。 さらに、異性化反応阻害時における △24-THCA生
成の様相 に検討を加え、脱水素反応においては(25S)・THCACoAチオエステル
が基質 とな ることを指摘 した。す なわち、(25S)・THCAの脱水素反応は、脂肪
酸 と同様 にanti-eliminatil)nで進行 し、25R体は異性化された後に脱水素反応
を受けるため、見かけ上syn-eliminationで進行することを提示 した。
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第三章C27胆 汁酸24、25位脱水素反応における基質選択性
第一節 序
1996年、Pedersenら55)はアシル・CoAオキシダーゼによるTHCACoAチオ
エステルの △24・脱水素反応 における基質選択性に検討を加え25S体が基質とな
ることを示唆 している。すなわち、(25R)一および(25S)一[7・3m・THCACoAチオ
エステルの7:3混 合物をウサギ肝より精製 したアシル・CoAオキシダーゼ とイ
ンキュベー トし、生成物のアルカ リ加水分解物を放射活性検出HPLCで 分離 し
て得たクロマ トグラムを基質のそれ と比較 し、25、S体が優位に減少 しているこ
とから、25S体が基質 となると結論している。また、1996年、VanVeldhoven
ら56)は【26・14C}THCACoAチオエステルを基質として、ラット肝アシル.CoA
オキシダーゼを酵素源 に用いて検討を加え、同様の結果 を得ている。 しかしな
が ら、放射性同位元素標識体 を用いる トレーサー法は構造に関する情報が乏し
く、しかも基質として物理化学的に酷似するTHCA25位立体異性体を混合物と
して用いてお り、脱水素反応の基質選択性を論ずるための方法論 として必ず し
も適切 とは言い難 い。
一方、安定同位元素標識体を用いる トレーサー法 と卓越した分離能、感度、
特異性に優れるLCIMSを組み合わせる手法は代謝研究 に広 く用いられている。
なかでも、標識体 と非標識体の等量混合物 を用いる手 法は薬物の体内動態を同
時に知る ことができ、薬物のみな らず代謝物の定性、定量に威力を発揮 してい
る。しか しなが ら、光学異性薬物は物理化学的性質が酷似 し、通常、各エナン
チオマーの体内動態 を同時に知ることは困難である。 このため、光学対掌体の
一方を安定同位元素で標識し、 これと非標識のantipodeを混ぜ合わせ、混合物
として用いる手法が考案されている57)。本法では、非標識体 と標識体のモニタ
リングイオンが異なるため、同一の酵素反応の場にお いて異性体量を同時に測
一30一
定でき、光学対掌体の選択性を同時に知ることができる。
そこで、著者は180標識THCACoAチオエステルと非標識体の1:1混合物
を用いる トレーサー法とLC!MSとを組み合わせ、THCACoAチオエステルの
24、25位脱水素反応におけるアシルーCoAオキシダーゼの基質選択性に検討を
加えた。
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第二節C27胆 汁酸24、25位脱水素反応の基質選択性
酵素反応の トレーサーに用いる安定同位元素標識体 としては、標識 位置が明
確で、標識純度が高く、 しかも化学的 に安定で標識元 素が種々の実験 条件下で
も脱離せず、また同位体効果が小さいなどの条件を兼ね備えていることが必須
となる。また、天然同位体存在比を考慮 し、非標識体 との質量差が3以 上であ
ることも望まれる。一般にこうした目的に、2H、13C、15N、および180標識
体が利用される。2H標識体は、試薬自身高純度のものを容易に入手可能な こと
から今 日最も広く用いられている。しか し、多重標識体の調製には煩雑な操作
を要する ばか りか、目的とする位置に特異的かつ高純度に、しかも再現性よく
標識するためには高度な技術が要求される。そればか りか、しばしば 同位体効
果が問題となる。一方、13C、15Nでは同位体効果は小さいものの、高純度の
試薬が得にくく、多重標識体の調製は困難である。先にGotoら39,40)は、胆
汁酸のステロイ ド核上水酸基への180標 識法を考案するとともに、調 製した
180標識胆汁酸のPFBエ ステルーDMESエー テルへ の誘導が生体 試料 中微量胆
汁酸の高感度測定に有用なことを報告 している。APCI法 では、胆汁酸 は、擬
分子イオン[M-H]一を効率良く生成する。このため、180標識THCAと 非標識体
の1:1混 合物を基質に用い、本法 とを組み合わせると、THCA25位立体異性
体の25位 キラル変換を同時に追跡することが可能である。そ こで、Gotoらの
方法に準 じ、[3,7,12・1803}THCAをH2180を用いるカルポニル酸素の交換
反応によ り合成した。すなわち、3,7,12-trioxo-5β・ch lestan-26-oicacidの25
位異性体混合物を、疎水性の陽イオ ン交換ゲルcarboxymethylSephadexLH-
2058)を用いてK塩 とした後、H2180中、90。C、50hr加温してカルポニル酸
素の交換 反応に付 した。っいで、水素化ホウ素ナ トリウムで還元 し[3,7,12・
1803}THCAの25位異性体混合物を得た。ひきっづき、カラムにODS系 の
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PRODIGY50DS-2(5レm、150x4.6mmi,の、移 動 相 に0.3%リン酸緩 衝 液
(pH7.0)1アセ トニ トリル(20:9)混液 を用 い る 且PLCに 付 しTHCA25位 立 体 異
性 体 を分離 精 製 した 。 これ ら180標 識体 の標 識 率 をLC∠APCI-MSにて求 め た
と ころ 、 いず れ の異 性 体 にお い て も180が3個 、2個 、1個 導 入 さ れ た もの が 、
そ れ ぞ れ 、87.5%、11.8%、0.6%であ り、 非 標 識 体 の混 在 は111000以下 で あ っ
た(Table3)。そ こで これ らを第 二 章第 二 節 の 方 法 に準 じ、 混 合 酸 無 水 物 法 に よ
りCoAチ オ エ ス テ ル に誘 導 した。 そ の 構 造 は 、ESI.マス ス ペ ク トル にお いて
m/z602に二 価 イ オ ン[M-2H]2'が、 一 方 、皿/z1204に分 子 量 に相 当す る一 価 イ
オ ン[M-H]'が相 対 強 度 の強 いイ オ ン ピー ク と して 認 め られ る こ とか ら確 認 され
た(Fig.16)。
Table3Atom%Excessfor【3,7,12-1803】LabeledTHCA★
Bileacid Numberof180
0 1 2 3
(25R)-THCA
(25S)-THCA
<0.1
<0.1
?
?
?
?
11.8
11.8
87.5
87.5
★Correctedfornaturalabundanceofstableisotopes
.
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調製 した180標 識 体 は180が3個 、2個 、1個 導 入 され た もの の混 合 物 で あ
る 。 この た め 、 これ ら を ト レー サ ー と して 用 い る とき 脱 水 素 成 績 体[1803]・
△24.T且CAと2個の180を 保 持 した未 変 化基 質[1802}THCAが同一 の 質 量 数
とな りMSで は分 離 で き な い。 した が って脱 水 素 反 応 を精 緻 に解 析 す る に は こ
れ らのLC分 離 が 必 要 とな る。そ こで 、(25R)一お よ び(25S)-THCAと△24-T且CA
のLC分 離 に種 々検 討 を加 え た。そ の結果 、カ ラム にPRODIGY50DS-2(5pm、
150x4、6mmi.d.)、移 動 相 に50mM炭 酸 水 素 ア ンモ ニ ウ ム緩 衝液(p且7.85)/メ
タ ノー ル(1:3)の混 液 を用 い る と き、三 者 が 明 確 に分 離 され る こ とが 判 明 した
(Fig.17)。
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酵素源に異性化酵素が混在すると反応系内で25位 異性化が起 こるため、脱水
素反応の基質選択性を精緻 に解析するためには酵素源 に混在する異性化酵素を
除去することが必要となる。そ こで、ラット肝よりアシル.CoAオキシダーゼの
精製を試みた。すなわち、Schepersら59)およびPedersenら56)の方法を一部
改変し、 まず、ラッ ト肝 ホモジネー トか ら遠心分画により得た軽 ミ トコンドリ
ア画分を熱処理後、硫安分画(10-45%saturation)し、ついでヒドロキシルアパ
タイ トと、SephacrylS-200HRを用いるカラムクロマ トグラフィーによって精
製 した。本精製酵素はアシルーCoAオキシダーゼの比活性が軽ミ トコンドリア画
分の約130倍に上昇するとともに、異性化酵素活性の比では0.034ときわめて
小さく、基質選択性を明 らかにする上 で酵素源として十分使用 しうる ものであ
った(Table4)。
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Table4PurificationofTHCA-CoAOxidasefromRatLiver
TotalproteinOxidaseYieldPuri丘cationEp血eraseEp/Ox★
(mg}(n皿oYmgprotein{%)(・fold){nmo1/mgprotein
/min)1皿in)
且omogenate
L.fraction
(NH4!2SO4
Hydroxylapatite
Gel刷tration
13193.80.037
1144.80.125
34.950.234
7.901.237
4.774.804
100
29.3
1.67
2.00
4.69
1.0
3.4
6.4
33.5
130.2
28.0
0.162
250
0.034
★EplOxareexpressedasaratiooftheep血eraseactivitytooxidaseactivity.
そ こで、本精製酵素を用いTHCACoAチオエステルの24、25位脱水素反応
におけるアシルーCoAオキシダーゼの基質選択性 に検討 を加えた。すなわち、
(25R)-THCACoAチオエステルと(25S){3,7,12-1803】-T且CACoAチオエステ
ルをそれぞれ単独、あるいは1:1に混合後、精製酵素(12.5PgProtein)と37。C
でインキュベー トし、生成する △24体の量をLC/APCI-MSにて経時的に測定 し
た。その結果、いずれの場合 も25S体からのみ △24体を与え、しかも、その生
成量はインキュベー ト時間とともに直線的に増大 し、25R体か らの △24.THCA
の生成は認められなかった。また、標識体 と非標識体の関係を逆 にした場合 も
同様、25R体か らの △24体の生成は認められず、25S体か らの生成量は時間と
ともに増大 した(Fig.18)。さらにこのとき、同時に測定したT且CA25位異性体
比に大きな変化は見 られず、本反応系では25位異性化はほとん ど起きていない
ことが判った。さらに、(25S)一[3,7,12-1803]-THCACoAチオエステルとその非
標識体の1:1混 合物を同一条件下インキュベ 一ートし反応液 中のTHCAお よび
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△24体の180標識体 と非標識体の比を測定 したところ、ほぼ一定であ り180標
識による同位体効果は認め られなかった(Table5)。以上の結果、THCACoAチ
オエステルの24、25位脱水素反応では、25S体のみが基質となることが判明 し
た。ところで、1:1混合物 を基質に用いたとき、△24体の生成が、単独の基質
を用いたときに比べて、約70%まで低下していた。そ こで、25R体が及ぼす脱
水素反応への影響について検討 した。すなわち、混合物中の25R体の濃度を変
え、先と同一条件下インキュベー トし △24体の生成量を測定した。その結果、
25R体のモル比の上昇とともに25S体の脱水素反応が抑制されることが判った
(Fig.19)。この結果は、25R体が本反応の基質とはな らないものの、 これを阻
害することを示したものと考え られる。
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Fig.18幽「imeCourseforDehydrogenationofTHCACoA'「hioester
▼=△24・THCAintheincubationmiXtureof(25S)一'「HCACoAthioesteralone,
●=[3,7,12-1803】一△24・THCAintheincubationmiXtureof(25月)・and【3,7,12・
180
3】・(25S)・THCACoAthioester,▽:△24-THCAntheincubationmiXtureof
(25月)・'「HCACoAthioesteralone,O:△24・THCAntheincubationmiXtureof
(25月)-and【3,7,12・18031・(25S)-THcAcoAthioester.
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Table5PeakAreaRatiosof[3,7,12ユ803]LabeledtoUnlabeledBile
AcidsinIncubationMixture
Peakarearatio(1abeled/unlabeled)
InCubationtime(min)THCA △24.T且CA
0 0.85
20 0.85 0.84
30 0.85 0.83
45 0.85 0.86
60 0.85 0.83
Fig.19
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第三節 結語
180標識(25S)・THCACoAチオエステルと非標識(25」R)-THCACoAチオエス
テルの1:1混 合物を基質 として用い、ラッ ト肝よ り部分精製 したT且CA-CoA
オキシダーゼ と37。Cでインキュベー トし、生成する △24体の量をLC/APCI・
MSに て測定 した。その結果、25S体からの生成量は直線的に増加 したが、25R
体からの生成は認め られず、標識体、非標識体の関係 を逆にしても同様の結果
が得 られた。また180標識および非標識(25S-T且CACoAチオエステルの1=1
混合物を基質として同様に △24体の生成量を測定 したところ、180標識による
同位体効果は認められなかった。 これ らの結果 は、THCACoAチオエステルの
24、25位脱水素反応では、25R体は基質とな らず、25S体のみが基質 となるこ
とを示す ものである。先にVanVeldhovenら55)は、THCACoAチオエステル
の25位異性体混合物を用 いラッ ト肝よ り、他方、Pedersenら56)は、ウサギ肝
よりTHCA・CoAオキシダーゼを精製 し、△24体の生成に伴い25S体のみを減
少させることを報告 してお り、今回得 られた結果は これ らとよく一致する。
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結論
C24胆汁酸生合成における β酸化機構の解明を目的としてGC/MSお よび
L、CIMSと安定同位元素標識体を用いる トレーサー法 とを組み合わせ、以下の成
果を得た。
第一に、β酸化反応の初発反応であるTHCAの24、25位 水素脱離機構の解
明を目的として、二重結合 に対するジイミ ド還元 の立体選択性に着 目し、24、
25位に立体特異的に重水素を標識した(25R)・および(25紛一THCAを合成 した。
ついで、本重水素標識体 を基質 として用いる トレーサー法 とGCIMCI・MSとを
組み合わせ、 ラット肝軽ミ トコン ドリア画分におけるTHCAの24、25位 水素
脱離機構に検討を加え、(25R)一および(25S)-THCAいずれか らも24pro-Rの水
素が脱離 して、25S体では脂肪酸 と同様anti-eliminationによ り反応が進行し、
25R体ではsyn-eliminationにより(24E)一"△24-THCAを与え、25位立体異性体
間で水素脱離機構の異なることを明らかにした。
第二に、LC!APCI・MSによ り、ラット肝ペルオキシソーム画分 におけるTHCA
CoAチオエステルの25位異性化反応に検討を加え、(25」R)・および(25S)-THCA
CoAチオエステルいずれもが酵素的に異性化 されることを実証 し、この種の異
性化酵素がペルオキシソーム画分 に存在することを明 らかにした。ついで、Ibu
CoAチオエステルによる本異性化反応への影響に検討を加え、IbuCoAチオエ
ステルが 、本異性化反応 を阻害することを明らかにした。さらに、異性化反応
阻害時における、25R体か らの △24体の生成が25S体からのそれに比 し顕著に
抑制されることから、脱水素反応 においては(25S)・THCACoAチオエステルが
基質となることを指摘 した。
第三に、THCACoAチオエステルの24、25位脱水素反応におけるアシル.CoA
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オキ シダーゼの基質選択性 を実証すべ く、180標識(25R)・および(25S)・THCA
CoAチオエステルを合成 し、これ らを非標識antipodeとの1:1混 合物を基質
として用い、ラット肝よ り部分精製 したアシルーCoAオキ シダーゼによる脱水素
反応 をLC/APCI・MSによって検討し、THCACoAチオエステルの24、25位脱
水素反応では、25S体が基質となることを明 らかにした。
ヒ トを含む多くの哺乳動物 では、 ミ トコ ン ドリア にお ける5β一cholestan-
3α,7α,12α・triolの25pro-Sメチル基への水酸化活性の高いことが明 らかにされ
てお り60-63)、これより酸化反応によって生成するTHCAは25R体 が主とし
て生成する。 したがって、(25R)-T且CAがアシル.CoAシンテターゼの作用 を受
けると(25R)-THCACoAチオエステルが生成する。しか しなが ら、(25R)-THCA
CoAチオエステルはアシルーCoAオキシダーゼの基質 とな らない。このため25
位立体異性化を受け25S体 とな った後、 これが脱水素反応を受 け(24動・△24・
THCACoAチオエステルに変換される。本反応は、本来、脂肪酸と同様anti-
eliminationで進行するが、25R体が25S体へと立体異性化反応 を受けるため、
見かけ上sym・eliminationで進行する結果が得 られたものと考えられる。T且CA
CoAチオエステルの25位立体異性化は、25R体の側鎖切断反応に必須の反応で
あり、胆汁酸の生合成に重要な役割を果た しているものと推察 される。
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実験の部
装 置
高速 液 体 ク ロマ トグ ラ フ は 、Waters社製510solventdeliverysystemに検 出
器 と して 日本 分 光875・UVspectrophotometerを装着 して 用 い た。 カ ラム は 、
第 一 章 で はRadial-PakC18(10pm、100mmx8.Ommi.d.、Waters社製)、
第 二 章 で はCosmoSilsC18(5pm、150mmx4.6mmi.d.、ナ カ ライ テ ス ク社
製)、第 三 章 で はPRODIGY50DS・2(5pm、150mmx4.6mmi.d.、Phenomenex
社 製)を使 用 した 。
ガ ス ク ロマ トグ ラ フ/マス ス ペ ク トロメー タ ー は 、 デー タ処 理 装 置付 きVG社
製 四 重極 型MM12030に 且ewlettPackard社製HP5790Aガス ク ロマ トグ ラ フ
を装着 し用 い た 。 カ ラム に は 、cross-1inked5%phenylmethylsiliconefused-
silicacapi皿arycolumn(20mxO.3mmi.d.、J&W社製)を、 キ ャ リア ガ ス に
Heを 線 速 度70cmlsecで使 用 した 。試 料 の ガ ス ク ロマ トグ ラ フへ の注 入 に は 、
VandenBerg型ソル ベ ン トレス イ ンジ ェ クタ ー を用 い、 イ ンジ ェ ク ター 及 び カ
ラム オ ー ブ ン温 度 をそ れ ぞ れ 、290。C、295。C、に設 定 した。 イ オ ン化 電 圧 は
70eV、イ オ ン源 温 度 は270。Cに 設 定 し、 反応 ガ ス にイ ソ ブ タ ン を用 いた 。
液 体 ク ロマ トグ ラ フ1マス ス ペ ク トロ メー ター は 日立M.1200且 お よ びM-
1000Hを使 用 した。THCACoAチ オ エ ス テ ル お よびIbuCoAチ オ エ ス テ ル の
ESI一マ ス ス ペ ク トル 測 定 に は 、M-1200HにESIシ ス テ ム を装 着 し、 ネ ブ ライ
ザ ー ガ ス 温度 を130。C、流 速50pllminに設 定 し、 フロー イ ン ジェ ク シ ョ ンモ
ー ドで測 定 した 。第 二 章 で はM-1000HにESIあ るい はAPCIシ ス テ ム を 装着
して用 い た。ESIモ ー ドで は べ ー ポ ライ ザ ー 温 度 を130。Cに、 ドリフ ト電 圧 を
一90Vに設 定 し、 カ ラム にODS系 のCAPCELLPAKC18UG120(5pm、150
mmx1.Ommi.d.、資 生 堂 社 製)、 移 動 相 に0.3%酢酸 ア ンモ ニ ウ ム(p且7.0)/メ
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タ ノー ル(2:5、vlv)を流速50P1!皿inで使 用 した(第三 節)。APCIモー ドで は、
ベ ー ポ ライ ザ ー 及 び デ ソル ベ ー タ ー 温 度 を130。C、399。Cに、 ドリ フ ト電 圧 を
一90Vに設 定 し、 カ ラム にODS系 のCosmosil5C18(5pm、150皿mx4.6mm
i.d.)、移 動 相 にo.3%酢 酸 ア ンモ ニ ウム(pH7.o)1メタ ノー ル(1:3、v/v)を用 い、
流 速1.Omllminで使 用 した(第三 節 お よび 第 四節)。
第 三 章 で は 、M・1000HにAPCIシス テ ム を装 着 し、ベ ー ポ ライ ザ ー 及 びデ ソル
ベ ー タ ー 温 度 を160。C、399。Cに、 ドリフ ト電 圧 を一70Vに設 定 し、 カ ラム に
ODS系 のPRODIGY50DS・2(5pm、150mmx4.6mmi.d.)を、 移 動 相 に50
mM炭 酸 水 素 ア ンモ ニ ウム(P且7.85)1メタ ノー ル(1:3、v/v)を用 い 、流 速1.O
mllminで使 用 した 。
試 薬
(241り一△24・THCA64)、T且CA64)、[3,7,12-1803・2且3】-CA39)、3,7,12-
trioxo-5β一cholestan-26-oicacid40)、[3,7,12ユ803-2H3}T且CA40)、お よび 、
CM.LH-2058)は、既 報 に従 い 当教 室 で調 製 した もの を用 いた 。チ トク ロー ムC、
牛 血 清 ア ル ブ ミ ン(BSA)はSigma社、補 酵 素A(CoA)は ライ フテ ツ クオ リエ ン
タ ル社 、 エ チ レ ンジ ア ミ ン四 酢 酸(EDTA)、ジチ オ ス レイ トー ル(DTT)、アデ ノ
シ ンー5'・三 リ ン酸(ATP)、フ ラ ビ ンアデ ニ ン ジヌ ク レ オ チ ド(FAD)、ベ ンズ ア ミ
ジ ン、フ ッ化 フェ ニル メチ ル ス ル ポ ニ ル(PMSF)、p一トル エ ンスル ホ ニ ル ・L一フェ
ニ ル ア ラニ ン ク ロ ロメ チ ル ケ トン(TPCK》お よ び ヒ ドロ キ シ ル ア パ タイ トは ナ
カ ラ イ テ ス ク 社 、(R)一お よ び ⑤ 一イ ブ プ ロ フ ェ ン はResearchBiochemical
Intemational社よ り購 入 した も の を使 用 した 。 ジ メチ ル エ チル シ リル(DMES)
イ ミダ ゾー ル 、ペ ンタ フル オ ロベ ン ジル(PFB)プロ ミ ド、ジイ ソプ ロ ピル エチ ル
ア ミ ンは東 京 化 成 工業 社製 を 蒸 留 して 使 用 したeSephadexLH-20、Sephacryl
S-200且R、PD・10はPharmaciaBiotech社、Fugi-SepPES-10はINTERSEP
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社より購入 した。
誘導 体 化
試 料 に5%(v!v)PFBプロ ミ ド/アセ トニ トリル(60pl)およ び(10μ1)を加 え 、37
。Cで40min加 温 。 つ いで ・ メタ ノー ル1アセ トニ トリル(1:1、vlv、500pl)を
加 え 、 過 剰 の試 薬 を分 解 後 、N2気 流 下 溶 媒 を留 去 し、1%(vlv)ピリジ ン1n一ヘ キ
サ ン(50μ1)とDMESイミダ ゾール(50pl)を加 え 、60。C、1hr加 温 。 つ いで 、
1%(vlv)メタ ノー ル1n・ヘ キ サ ン(100叫)を加 え過 剰 の 試 薬 を分解 後 、N2気 流 下
溶 媒 を留 去 。残 渣 を1%ピ リジ ン1n・ヘ キサ ンに溶 解 し、ガ ス ク ロマ トグ ラ フ に注
入 。
蛋 白の定 量
BSAを 対 照 と してLowry法65)およ びBradfbrd法66)にて定 量 した 。
第一章第二節 付属実験
(24R,25R)・お よ び(24S,25紛一[24,25・2H2]-T且CAの調 製
(24E)-A24-THcA(15mg)を重水 素化 メ タ ノー ル(C2且302H、4ml)に溶 解 後 、
N2気 流 下 ア ゾ ジカ ル ボ ン酸K塩(3 .2g)を加 え 室 温 で 撹 搾 。つ い で重 水 素 化 酢 酸
(C2H3COO2且、1.4ml)と重 水(2且20、1.4ml)の混 合 物 を徐 々 に滴 加 。 反 応 液
の黄 色 が 消 え た後 、減 圧 下 溶 媒 を留去 。5%塩 酸 で 酸 性 と した後 、 酢 酸 エ チ ル で
抽 出 し、水 で洗 浄 後 、N2気 流 下溶 媒 を留 去 。残 渣 を 、カ ラム にRadial-PakCIS
を・移 動 相 に0.3%リン酸 緩 衝液(pH7.0)1アセ トニ トリル(20:9、v!v)を用 い る
HPLCに 付 し・k'値6・8・10.0の溶 出画 分 よ り(24S,25紛{24,25・2H2]-THCAを得 。
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つ い で 、k'値10.0-15.8の溶 出 画 分 を濃 縮 後 、0.3%リン 酸 緩 衝 液(pH7.0)1アセ ト
ニ ト リル1メ タ ノ ー ル(6:3:7、vlv/v)を移 動 相 とす るHPLCに 再 度 付 し 、k'値
9.0-11.3の溶 出 画 分 よ り(24jR,25R){24,25・2H2}THCAを得 。
第一章第三節 付属実験
ラ ッ ト肝 軽 ミ トコ ン ドリア画 分 の調 製67・68)
Wistar系雄 性 ラ ッ ト(150～200g)より得 た肝(湿重 量(w.w.)6～10g)を、150
mMKCI溶 液 にて 洗 浄 後 、3倍量(vlw)の緩 衝 液A(250mMシ ョ糖 、1mMEDTA、
1mMDTTを 含 む10mMト リス!塩酸 緩衝 液(pH7.4))でホモ ジナ イ ズ 。900xg、
10min遠心 後 、上 清 を4,900xg、10min遠心 し、 重 ミ トコ ン ドリア画 分 を除
去 。 上清 を24,000xg、10min遠心 し、得 られ た 沈 澱 を3倍 量 の 緩 衝 液B(150
mMKC1、1mMEDTA、1mMDTTを 含 む10mMト リスノ塩 酸 緩 衝 液(pH7.4))
に懸濁 。これ を 同様 遠 心 し、軽 ミ トコ ン ドリア画 分 を得 。緩 衝 液Aに1gw.w.1皿1
にな る よ うに分 散 させ 、 冷 凍 保 存 。 尚 、操 作 は全 て0～4。Cに て行 っ た。
水 素脱 離 機構 の検 討
基質(2皿mo1)を、250mMシ ョ糖 、4mMATP、0.5mMCoA、20mM硫 酸
マ グネ シ ウ ム を含 む50mMト リス1塩酸 緩 衝 液(pH7.4、450P1)に溶 解 し、37。C、
10minプレイ ンキ ュベ ー ト後 、 ラ ッ ト肝 軽 ミ トコ ン ドリア画 分(50pl、150pg
protein)と37。Cでイ ンキ ュ ベ ー ト。5%KOH(500pl)を加 え反 応 停 止 後 、氷 冷
下 内部 標 準 物 質 と して[3,7,12-1803}CA(50ng)を添 加 後 、HCI酸 性 と し酢 酸 エ
チ ル(1m1)で抽 出。N2気 流下 濃 縮後 、残渣 をPFBエ ステ ル ーDMESエー テル に
誘 導 しGCIMS分 析 に付 した 。
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第二章第二節 付属実験
(25R)一お よび(25S)・T且CACoAチオ エ ス テ ル の合 成48)
(25R)一お よび(25S)・THCA(5mg)をそ れ ぞ れ ジ ク ロ ロメ タ ン(1ml)に溶 解 し、
Y一コ リジ ン(4μ1)およ び ク ロル 炭 酸 エチ ル(1pl)を滴 加 し、 室 温 で2hr撹 搾 。N2
気流 下 溶 媒 を留去 し、残査 をテ トラ ヒ ドロ フ ラ ン(THF、1ml)に溶 解 し、CoA(10
mg)の水 溶 液(1ml)に滴 加 し、1M水 酸 化 リチ ウム でpH8と し、室 温 で15min
撹 搾 。12%過 塩 素酸 でpH4に 調 製 後 、N2気 流 下THFを 留去 し、 ジエ チ ル エ
ーテ ル で3回 洗浄 。 水 層 をSephadex・LH・20に付 し、50%メタ ノー ル で溶 出。
目的 物 を無 色無 晶形 物 と して得 。ESI-MSm/z:599[M・2H]2-、1198[M-H]一。
第二章第三節 付属実験
ラ ッ ト肝 ペ ル オ キ シ ソー ム画 分 の調 製69)
Wistar系雄 性 ラ ッ ト(200～250g)より得 た 肝(湿重 量(w.w.)7～12g)を、 生 理 食
塩 水 にて 洗 浄 後 、3倍 量(vlw)の緩衝 液A(250mMシ ョ糖 、0.2MEDTAを 含 む
10mMト リス1塩酸 緩 衝 液(P且7.4))でホ モ ジ ナ イ ズ 。1,000xg、10min遠心後
上 清 を さ ら に3,300xg、10min遠心 し、重 ミ トコ ン ド リア画 分 を除去 。上 清 を
12,500xg、20min遠心 し、得 られ た 軽 ミ トコ ン ドリア 画 分 を緩 衝 液Aに1
gw.w.lm1にな る よ うに分 散 させ た。 つ いで 、 グ リシル グ リシ ン緩 衝 液(pl{7.2)
で 作 成 した シ ョ糖 溶 液 を濃 度 が 下 層 か ら53.9%(wlw、5m1)、45.8%(wlw、7.5
ml)、37.4%(wlw、7.5ml)、23.2%(w/w、5m1)とな る よ うに遠 心 チ ュ ー ブ(89mm
x25mmi.d.)に重 層 して 不 連 続 シ ョ糖 密度 勾 配 を作 成 後 、そ の上 に ラ ッ ト肝 軽
ミ トコ ン ドリア画 分(2ml)を重 層 し、62,800xg、2hr遠心 後 、遠 心 チ ュー ブ の
.47一
底 に18Gの 注 射 針 で 穴 を 開 け 、
0～4。Cで行 っ た 。
1.5m1ずつ分 画 し た。 尚、 以 上 の 操 作 は全 て
カ タ ラー ゼ活 性 の測 定70)
50mMリ ン酸緩 衝液 ΦH7.0、740pl)と0.15%過酸 化 水 素(50pl)を石 英 キ ュ
ベ ッ トに取 り、酵 素試 料(10pl)を加 え撹 搾後 、250nmの 吸 光度 の減 少 を測 定。
酵 素活 性 は反 応 の直 線 領 域 にお け る、1分 間 の吸 光 度 の 変 化 を △ODと し、1分
間 に1mmo1の 基 質 の変 化 を触 媒 す る酵 素量 を1酵 素 単位(U)として 、次 式 よ り
算 出 した 。
U(mmo1/min)=AOD/4.5(mM-1cm・1)★xO.8(ml)
★250nmにお け る過 酸 化 水 素 の分 子 吸光 係数
チ トク ロー ムCオ キ シ ダー ゼ 活 性 の測 定71)
50mMリ ン酸 緩 衝 液(pH7.0、75叩1)と0。5mM還元 型 チ トク ロー ムC(33pl)
を石 英 キ ュベ ッ トに取 り、酵 素 試 料(10pl)を加 え 撹 搾 後 、550nmの 吸光 度 の減
少 を測 定 。酵 素活 性 は次 式 よ り算 出 した 。
U(mmoYmin)=△OD118.5(mM-1cm-1)★xO.8(ml)
"550nmにお け る還 元 型 お よび 酸 化 型
チ トク ロー ムCの 分 子 吸光 係 数 差
異 性 化 お よび 脱 水 素 反 応 の 検 討
基 質(12.5nmol)を、15pMFADを 含 む100mMト リス/塩酸緩 衝 液(pH7.0・
450μ1)に溶 解 し、25。C、10minプ レイ ンキ ュベ ー ト後 、 ラ ッ ト肝 ペ ル オ キ シ
ソ ーム 画分(0～100pgprotein)と25。Cでイ ンキ ュ ベ ー ト。5%水 酸化 カ リウ ム
(500pl)を加 え反 応 を停 止 後 、 内標 準 物質 とし て[3,7,12-1803・2H31コー ル 酸 を
一48一
添 加 し、塩 酸 酸 性 と した後 、酢 酸 エチ ル(700plx3)で抽 出 。N2気 流 下 溶媒 留去
後 、一 部 をLCIAPCI-MSによ る直 接 分 析 に付 し、他 の一 部 をPFBエ ス テ ルー
DMESエ ー テ ル に誘 導後 、GCINICI-MS分析 に付 した。
第二章第四節 付属実験
(R)・お よ び ⑤ ・イ ブ プ ロ フ ェ ンCoAチ オ エ ス テ ル の合 成
(R)・また は ⑤ ・イ ブプ ロ フ ェ ン(各3mg)をそ れ ぞ れ ジク ロ ロメ タ ン(1ml)に溶
解 し、'Y・コ リジ ン(4pl)およ び ク ロル 炭 酸 エ チ ル(1pl)を滴 加 し、室 温 で2hr撹 搾 。
N2気 流 下 溶 媒 を留去 し、 残 査 をTHF(1m1)に溶 解 し、CoA(10mg)の水 溶 液(1
m1)に滴 加 し、1M水 酸 化 リチ ウム でpH8と し、室 温 で15min撹 搾 。12%過
塩 素酸 でpH4に 調 製 後 、N2気 流下THFを 留 去 し、 ジエ チ ル エ ー テル で3回
洗 浄。 水 層 をSephadex・LH-20カラム ク ロマ トグ ラ フ ィー に付 し、50%メ タ ノ
ール で溶 出。目的 物 を無 色 無 晶形 物 と して 得 。ESI-MSm/z:477[M-2H]2・、954
[M・H]層。
異 性 化 お よ び 脱水 素 反応 の 検 討
基 質(12.5nmol)およ び(R)・また は⑤ 一IbuCoAチオ エ ステ ル(O-375nmol)を、
15μMFADを 含 む100mMト リス/塩酸 緩 衝 液(P且7.0、450μ1)に溶 解 し、25。C、
10minプレイ ンキ ュベ ー ト後 、 ラ ッ ト肝 ペ ル オ キ シ ソ ーム 画 分(25pgprotein)
と25。cで10minイ ンキ ュ ベ ー トし、第 二 章 第 二 節 付 属 実 験 と 同様 の方 法 に従
いLC!APCI-MSおよびGCINICI-MS分析 に 付 した。
一49一
第三章第二節 付属実験
(25R)一お よび(25S){3,7,12-1803}THCAの調 製
3,7,12・Trioxo-5β・cholestan・26・oicacid(20mg)を90%エタ ノー ル(10ml)に溶
解 し、CM・LH・20(Kfbm1,10g)を充 填 した カ ラム に通 導 。 同液(100ml)で溶 出
し、K塩 を無色 針 状 晶 と して得 。減 圧 下 、110。Cで10hr乾燥 後 、H2180(200
pl)に溶 解 し、90。C、50hr加温 。 反 応 液 に水 素化 ホ ウ素 ナ トリウム(4m9)を加
え 、 冷却 下撹 搾 後 、 反応 液 に5%且C1(1ml)を加 え 、 酢 酸 エ チ ル で抽 出 。N2気
流 下 溶媒 を留 去 し、目的 とす る[3,7,12-1803}T正{CA25位異 性体 混 合物 を無 色 油
状 物 と して得 。 つ いで 、 カ ラム にRadia1-PakC18を、 移 動 相 に0.3%リン酸 緩
衝 液 Φ且7.0)!アセ トニ トリル(20:9、vlv)を用 い るHPLCに 付 し、k'値6.8-10.0
の溶 出画 分 よ り(25紛・[3,7,12-18031・THCAを、k'値10.a15.8の溶 出画 分 よ り
(25R)一[3,7,12・1803}THCAを得 。
(25R)一お よ び(25S){3,7,12-1803】-T且CACoAチオ エ ス テ ル の 合成
(25R)一お よ び(25S)-13,7,12-1803]-THCA(各5mg)より、 第 二 章第 二 節 付属 実
験 と同様 の 反応 に付 し 目的 とす るCoAチ オエ ステ ル を 得 。ESI・MSm/z:602
0M-2H]2-、12040旺一H】一。
ア シル・CoAオキ シダ ー ゼ の精 製
ア シル ーCoAオキ シダ ーゼ は、Schepersら59)およ びPedersenら56)の方 法
を一 部 改 変 しラ ッ ト肝 よ り調 製 した 。す なわ ち、一 夜 絶 食 させ たWistar系雄 性
ラ ッ ト(150～2009)より得 た 肝(湿重 量(w.w.)7～129)を、 生 理 食塩 水 にて 洗 浄 後 、
3倍 量(vlw)の緩 衝 液A(250mMシ ョ糖 、1mMEDTA、1mMDTTを 含 む10
mMト リス/塩酸 緩 衝液(pH7.4))でホ モ ジ ナイ ズ 。3,300xg、10min遠心 し、
一50・
上 清 を さ らに12,500xg、20mil1遠心 し、得 られ た沈 澱 を緩 衝 液B(1mMEDTA、
10μMFAD、5mMベ ンズ ア ミ ジ ン、200pMフ ッ化 フ ェニ ル メ チル スル ホ ニ
ル 、50pMp一 トル エ ンス ル ホ ニ ル ーL一フ ェニ ル ア ラニ ンク ロ ロメ チ ル ケ トンを含
む20mMニ リ ン酸 緩 衝 液(P且9.0)に懸 濁 した。つ いで 、超音 波 処 理(1min)後、
1Mリ ン酸 二 水 素 カ リウム でpH7.5と し、100,000xg、1hr遠心 し、 上 清 に
FAD(25pM、終 濃 度)、硫 酸 ア ンモ ニ ウム(10%飽和 、終 濃 度)を加 え撹 搾 。つ い
で 水 浴 中で55。C、15min加温 、撹 搾 後 、0。Cに 冷却 した 。 これ を15,000xg、
15min遠心 し、 上 清 に、硫 酸 ア ンモ ニ ウム(45%飽和 、 終 濃度)を加 え 、0。C、
15min撹搾 後 、 同様 遠 心 し、沈 渣 を緩 衝 液(10μMFADを 含 む20mMリ ン酸
緩 衝 液(pH7.5))に溶 解 し一20。Cで保 存 。室 温 で融 解 した 酵 素源 を20mMリ ン酸
緩 衝 液(pH6.8)で置 換 したPD-10脱塩 カ ラム に通 導 、同緩 衝 液3.Omlで溶 出 。
これ を ヒ ドロキ シル アパ タ イ トカ ラム ク ロ マ トグ ラ フィー(130mmx15mm
i.d.)に付 し、20mMリ ン酸緩 衝 液(P且6.8)(50m1)にて非 吸着 タ ンパ ク を溶 出後 、
100mMリ ン酸 緩 衝 液(pH6.8)で溶 出 し、2.5mlずつ分 画 。脱 水 素 活 性 の認 め ら
れ る画 分(tota125ml)をFugi・SepPES・10を用 い る限 外 濾 過 にて3.Omlに濃 縮
後 、Sephac■ylS・200且R(850mmx15mmi.d.)を用 い るゲル ろ 過 に付 し、250
mMNaClを 含 む10mMリ ン酸 緩 衝 液(pH6.8)(流速O.5mYmin)で溶 出。1.Om1
ず つ 分 画 し、T且CACoAチ オ エス テル の脱 水 素 活 性 お よ び異 性 化 活 性 を測 定 。
55・65mlの画 分 を集 め 、 先 と同様 限 外 濾 過 にて2.Omlに濃 縮 。 つ い で 、PD-10
にて10pMFADを 含 む20mMリ ン酸 緩 衝 液(pH7.5)に置 換 し一20。Cで保 存 。
ア シル ーCoAオキ シ ダ ーゼ の基 質 選 択 性 の検 討
基 質 を ・15μMFADを 含 む100mMト リス1塩酸 緩 衝 液(pH7.0、450pl)に溶
解 し・37。C、10minプレイ ン キ ュ ベ ー ト後 、部 分 精 製 酵 素(12.5PgProtein)と
37。Cでイ ンキ ュベ ー トし、5%水酸 化 カ リウム(500P1)を加 え反 応 を停 止後 、1.S.
一51一
と して[3,7,12-1803・2H3]・CAを添 加 し、塩 酸 酸 性 と した 後 ・酢酸 エ チル(700pl
x3)で抽 出 。N2気 流 下 溶 媒 留 去 後 、LC/APCI-MS分析 に付 した。
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正誤表
胆汁酸生合成におけるβ酸化に関する分析化学的研究
後藤貴章
頁 行 誤 正
28 Fig.15 B=(25」豊)唇THCACoA
thioesteralone
B=(25E}・THCACoA
thioesteralone
